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Abstract 



A method for preparing peptides with a high binding affinity for a corresp. target mol. (esp. protein), with the 
name "Numerical Mirror Image Strategy" (NUMIS), is claimed (without being described further, except in the 
disclosure). 
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Beschr ibung 



Derzeitiger Stand der Technik/Forschung 

Zur Z it gibt s mehrere Verfahren, mit denen man Peptide herstellt, die dann therapeutisch der/und 
biotechnologisch eingesetzt werden konnten bzw. bereits kdnnen. Dazu gehdren Methoden wie z. B. die "Tea- 
Bag*-Methode von Houghten (1) und Mitarbeitern, das w Phage-Display"-System (2) oder die Komplementarpep- 
tid-Strategie (3), die von Blalock und Mitarbeitem entwickelt wurde. Die Komplementarpeptid-Strategie beruht 
auf der Beobachtung, daB Peptide, die durch komplementare DNA-Strange kodiert werden, interagieren (3). 
Dies wird rait den zueinander gegensatzlichen hydropathischen Profilen dieser Peptide erklart bzw. mit der 
inversen Hydropathie dieser Peptide erklart (3). 

Urn diese Peptide in vivo zur Behandlung von Krankheiten einzusetzen, sollte man sicherstellen, daB sie in 
vivo fiber eine ausreichende Halbwertszeit verffigen. Dies konnte man durch eines von mehreren etablierten 
Verf ahren der Peptidmodifikation erreichen, wie z. B. den Einbau einzelner D- Aminosauren anstatt der gleichen 
L-Aminosaure in das zu verabreichende Peptid (4), die Herstellung des Peptids als zyklisches Peptid (5) oder die 
Retro-Invers-Isomerisierung des Peptids (6). Damit das Peptid intrazellular wirksam ist, konnte man es durch 
ESnbau eines Benzodiazepin-Fragmentes modifizieren, wie bereits gezeigt (7). 

Problem 

Die Herstellung von Peptiden fur therapeutische oder biotechnologische Zwecke ist entweder technisch und 
finanziell relativ zu aufwendig (Houghtens Tea-Bag-MethodeVPhage-Display"-System) oder die hergestellten 
Peptide haben eine relativ zu niedrige Bindungsaffinitat (Komplementarpeptide), um in vivo therapeutisch 
eingesetzt zu werden (mdgliche Ausnahme fur letzteren Fall: Impfung mit Komplementarpepuden). 

Ldsung/Erreichte Vorteile/Weitere Ausgestaltung der Erfindung 

Im Folgenden stelle ich meine neue Methode vor, mit deren Hilfe relativ unaufwendig hochspezifische Peptide 
mit hoher Bindungsaffinitat gebaut werden konnen, die ein groBes Potential als in vivo-Therapeutika und in der 
Biotechnologie haben konnten. . 

Meine Methode heiBt "Numerical Mirror Image Strategy" (kurz NUMIS) und ist eine grundlegende Welter- 
entwicklung der Komplementarpeptid-Strategie von Blalock und Mitarbeitern. 

Die Blalock'sche Koraplementar-Peptid-Strategie geht dabei immer von den genetischen Codons und den 
entsprechenden Anticodons aus (3). Da jedoch der genetische Code erlaubt, daB groBenteils mehrere verschie- 
dene Codons fur die gleiche Aminosaure kodieren, (man bezeichnet daher den genetischen Code als "degene- 
riert") und damit die entsprechenden Anticodons fur jeweils eine andere Aminosaure kodieren, kann es durchaus 
vorkommen, daB nicht immer das Verhaltnis einer inversen Hydropathie zwischen den jeweils sich gegenuber- 
stehenden Aminosauren des Zielpeptids und des Komplementarpeptids vorliegt 

Hochstwahrscheinlich f uhrt eine mangelnde inverse Hydropathie an einigen Stellen des Zielpepud-Koraple- 
mentarpeptid-Komplexes zu einer EinbuBe in der Bindungsaffinitat des Komplementarpeptids zu seinem Ziel- 
peptxd. 

Die Affinitat laBt sich mit dem Korrelauonskoeffizienten fur die Interaktion von Komplementarpeptid und 
Zielpeptid in einen Zusammenhang bringen, wonach nur Korrelationskoeffizienten zwischen -0,6 und - 1 eine 
biologisch signifikante Interaktion widerspiegeln (8). 

Bei der Variante der Blalock'schen Komplementarpeptid-Strategie, die von Fassina und Kollegen entwickelt 
wurde, werden computerrechnerisch die Aminosauren, die mit der jeweils betrachteten Aminosaure im zu 
bauenden Komplementarpeptid benachbart sind, in Form eines hydropathischen Durchschnitts berficksichtigt 
(9). Die experimentell ermittelte, 47fach hdhere Bindungsaffinitat des betreffenden Fassina-Komplementarpep- 
tids zu dem c-raf-Zielpeptid gegenuber der des Blalock-Komplementarpeptids zu dem c-raf-Zielpeptid (9) 
korreliert dabei interessanterweise mit dem rechnerisch hdheren Korrelationskoeffizienten fur den Fassina- 
Zielpeptid-Komplementarpeptid-Komplex gegenuber dem Blalock-Zielpeptid-Kompleraentarpeptid-Komplex. 

Beide Varianten, dh. von Blalock und von Fassina, betonen die herausragende Bedeutung der inversen 
Hydropathie ffir die Bindungsaffinitat, ohne daB jedoch em Maximum an inverser Hydropathie an jeder Stelle 
des Zielpeptdid-Komplementarpeptid-Komplexes vorliegt 

Die Maximierung der Bindungsaffinitat von Peptiden auf der Gruncflage der inversen Hydropathie ist nun das 
Ziel der von mir entwickelten NUMIS-Methode. Der Ausgangspunkt der NUMIS-Methode ist zum einen die 
etablierte Vorstellung, daB im dreidimensionalen Raum komplementare Protein- oder Peptidformen hochaffin 
einander binden und zum anderen das Postulat der Komplementarpeptid-Strategie, wonach Peptide mit zuein- 
ander inversen hydropathischen Profilen im dreidimensionalen Raum zueinander komplementare Forraen ein- 
nehmen. . 

Das Neue an der NUMIS-Methode ist nun, daB ein artifizieller Code geschaffen wird, der die inverse 
Hydropathie eines Aminosaur n-Paars zum Hauptprinzip erklart, wobei die Ziffern der hydropathischen Scores 
der einander zugeordneten Aminosauren mSglichst gleich sind und nur das Vorzeichen gegensatzlich ist 

Die NUMIS-Method unt rscheidet sich damit von der Blalock-Methode dadurch, daB die erstere den 
genetischen Code nicht berficksichtigt, und von der Fassina-M thode dadurch, daB die erstere die einer beliebi- 
genAmin saure benachbarten Aminosauren nicht berficksichtigt 

Die Vorhersage ist dabei, daB numerisch gleiche, aber vom Vorzeichen gegensatzliche hydropathische Scores 
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von einander zugeordneten Aminosauren cin Maximum an rauml.cher komplememantat bzw. Sp.egelb.ldhch- 
kcit und damit cin fur das jeweilige NUMIS-Peptid maximale Spezrfitat und Bmdungsaffinitat zu seinem 
Zielpeptid bedingen. Das Prinzip. wonach sterische Komplementantat em Optimum an Bindungsaffimtat und 
Spezifitat bedingl ist in der Vergangenheit ausgiebig nachgewiesen worden. neueraings z. B. anhand des Digo- 

*SKSS^ »d hydrophobes ^f^^SSSSLS 

Blalock und Smith (HI Die schwach hydrophilen Aminosauren werden durch die NUMIS-Methode ebenfalls 

erfaBuieZuordn^ 

AmTnosSr^TSiwach hydrophilen Aminosauren gemaB dem NUMIS-Verf ahren Nunus-Pepud-^mo- 
s^re?m1™waJ numerisch gleichen hydropathischen Scores, aber gleichen (mmhch negativen) Vorzeichen 
™7ord™t weienTs. wei te? unten). Dies Be* daran, daB es keine y^V^f^.^^^T 
XachhydropWIen Aminosauren naturlicherweise gibt, dh.es gibt keme schwach Ammm 
Der Code fur die Zuordnung von NUMIS-Peptid-Aminosauren zu den jeweihgen Zielpeptid-Aminosauren ist 
eindeutig und im Folgenden dargestellt (hydr. Score - hydropathischer Score). 



ZffiLFEPTID-AMINOSAURE 
a) hydrophile Aminosaure 
Name hydr. Score 

Ar ginin -4,5 

Lysin -3,9 

Asparagin -3,5 

Asparaginsaure -3,5 

Glutamin -3,5 

Glutaminsaure -3,5 

Histidin -3,2 

b) hydrophobe Aminosaure 



NUMIS-PEPTTO-AMINOSAURE 
a) hydrophobe Aminosaure 



Name 


hvdr. Score 


Isoleuzin 


+4,5 


Leuzin 


+3,7 


Leuzin 


+3,7 


Leuzin 


+3,7 


Leuzin 


+3,7 


Leuzin 


+3,7 


Leuzin 


+3,7 


b) hydrophile bzw. 


schwach hydrophile 



Aminosaure 



Name 


hvdr. Score 


Name 


Isoleuzin 


+4,5 


Arginin 


Valin 


+4,2 


Arginin 


Leuzin 


+3,7 


Lysin 


Phenylalanin 


+2,7 


Histidin 


Cy stein 


+2,5 


Histidin 


Methionin 


+1,9 


Prolin 


Alanin 


+1,8 


Piolin 



hvdr. Score 

-AJS 
-4,5 
-3,9 
-3,2 
-3,2 
-1,6 
-1,6 
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c) schwach hydrophile Amin saure 



c) schwach hydrophile 
Aminosaure 



Name 


nVur. jCOic 


Name 


hvdr. Score 


Glyzin 


-0,4 


Glyzin 


-0,4 


Threonin 


-0,7 


Threonin 


-0,7 


Serin 


-0,9 


Serin 


-0.9 


Tryptophan 


-0,9 


Tryptophan 


-0,9 


Tyrosin 


-1.3 


Tyrosin 


-13 


Prolin 


-1,6 


Prolin 


-1,6 



Wenn man den hier beschriebenen NUMIS-Code dazu benutzt, ein NUMIS-Peptid zu bauen, das potentiell an 
das weiter oben erwahnte c-raf-Zielpeptid mit hohcr Affinitat bindet, dann ergibt sich folgendes NUMIS-Pcptid 
(im "amino-acid one-lettercode* wiedergegeben): 

Fig. 1 COOH — GSGSHGTRYLGLWLGLRPRL— NHj. 

Als Nachstes seien zur besseren Obersicht das c-raf-Zielpeptid und antiparallel dazu die Komplementarpepti- 
de (CP) nach den Verfahren von Blalock bzw. Fassina sowie das NUMIS-Pepud (NP) laut meiner hier dargestell- 
ten Methode gegenubergestellt 



Fig. 2 

a) 

b) 

c) 

d) 



NH2- GSGSFGTVYKGKWHGDVAVK -COOH 
COOH- ARAGKASHVLA L PMS I NSYL -NH 2 
COOH- AAAAKS SYVFAFPMS I HGHF -NH 2 
COOH- GSGSHGTRYLG LWLG L RPRL -NH 2 



c-raf-Zielpeptid 
Blalock-CP 
Fassina-CP 
NP 



Die Berechnung der KorrelationskoefFizienten fur die ICompIexe zwischen dem c-raf-Zielpeptid und jewcils 
dem Blalock-CP, dem Fassina-CP sowie dem NP ergibt den hochsten Wert (r = -0,96) fur die Interaktion des 
c-raf-Zielpeptids mit dem NP, den zweithSchsten (r = -031) fur die zwischen c-raf-Zielpeptid und Fassina-CP 
sowie den dritthochsten (r = —0,75) fur die zwischen c-raf-Zielpeptid und Blalock-CP. Aufgrund der weiter 
oben gemachten Ausfuhrungen hinsichtlich der Korrelation zwischen Korrelationskoeffizienten und Bindungs- 
affinitat, ist damit zu erwarten, daB das obige NP eine hohere Bindungsaffinitat zum c-raf-Peptid als das 
Fassina-CP und somit auch als das Blalock-CP hat 

An diesem konkreten Beispiel wird deutlich, daB die Vorhersage hinsichtlich der Bindungsaffinitat von NPs 
mathematisch untermauert werden kann. Bei den gegebenen Korrelationskoeffizienten und der um den Faktor 
47 besseren Bindung des Fassina-CP an das c-raf-Zielpeptid im Vergleich zu der Bindung des Blalock-CP an das 
c-raf-Zielpeptid, kann eine um den Faktor 1 18 bessere Bindung des NPs an das c-raf-Zielpeptid im Vergleich zu 
der Bindung des Fassina-CP an das c-raf-Zielpeptid erwartet werden. Da der Komplex c-raf-Zielpeptid/Fassina- 
CP eine Dissoziationskonstante (Kd) besitzt, d5e im mikromolaren Bereich (10" fc ) liegt (9), kann man fur den 
Komplex c-raf-Zielpeptid / NP eine Kd im Bereich von 10" 8 M erwarten. Damit hatte das NP eine hohe Affinitat 
zum c-raf-Zielpeptid. 

Insgesamt gesehen, ist zu erwarten, daB auch andere NPs in bezug auf entsprechende ZielmolekQle Kd-Werte 
im Bereich von 10~ 8 M aufweisen und sich damit sich sehr gut therapeutisch in vivo einsetzen IieBen, und zwar 
entweder als Agonisten oder Inhibitoren biologischer Makromolekule, Da verhiltnisma&ig weniger affin, wQr- 
den Blalock-CPs oder Fassina-CPs nicht gleichennaflen wirksam sein. Die NPs wQrden zunachst auf Qbliche 
Weise (12) synthetisiert und getestet werden. Fur die m vivo-Situation sollte man zur Verlangerung der biologi- 
schen Halbwertszeit die weiter oben angegebenen Verfahren anwenden und dann die Auswahl des optimalen in 
vivo-Peptids unter den verschiedenen in vivo-Variant n, d. h. dem eine oder mehrcrc D-Amin sauren tragenden 
Peptid, dem zyklischen Peptid, dem Retro-Inverso-Isomer-Peptid rait jeweils, falls angeraessen, gleichzeitiger 
Peptid-Modiflkation zum Zweck tntrazeliularer Wirkung (s. weit r oben), entsprechend dem Ausgang der 
experiment lien Testung tref f en. 



DE 44 32 943 Al 



Beschreibung von zwolf Ausfuhrungsbeispielen 

1) Hintergrundinformation und potentielle Anwendungen des NPs 

Insulin und die insulinShnlichen Wachstumsfaktoren beeinflussen nachhaltig das Zellwachstum in vielen s 
Geweben. Ich habe vor kurzem die Aminosaure-Sequenz LXCXE m der B-Kette des Insulins entdeckt. D. e 

zentralen Tumorsuppressoren in der Zelle, das im Zellkern lokahsierte Retmoblastom-Protem (RB), makwie ren 
?S Dies leTnahe, daB InsuUn Wachstum anregt, indem es RB inaktiviert, was sehr gut korreheren wurde nu 
^^SL^JUewhmD nuklearen Lokalisation von Insulin und mit den f*fi***™^ 10 
nachgVwiesenen Effekten von Insulin auf die Genexpression. Damit bietet es sich an. die ^OOrS^mm 
?S(durch ein NP) zu neutralises urn im gegebenen Fall Tumorwachstumzustoppenodergarruckgangjg 
zu machen. Man soUte auch benachbarte Strukturen mitneutrahsieren, da 

a) Insulin fiber die LXCXE-Sequenz hinaus ein weiteres Segment (LXEXL) besitzt, das ; dei • LXEXM-Se- 15 

auenz des zelltransformierenden E7-Proteins des humanen Papillomvinis Typ 16 anmich ist (14) 

^ IMfeSta tasulins eine fusionspeptidahnliche Sequenz (Insulin B-Kette,-!,) 

derura ein Teil einem Fragment des Fusionspeptids im Influenzav.rus-Haemagglut.nm ahnhch k («* ^und 

damit moglicherweise ins Zytosol und letztendlieh in den ZeUkem emdrmgt. wo es seme spezrfischen 

Wirkungen auf das Zellwachstum entf altet, u. a. durch die potentielle Bindung an RB. 20 

Das Anwendungsgebiet dieses NPs ware die Hierapie vieler verschiedener Tomoreiun denen eine BeteBi- 
gungvon Insulin bzw.IGFs wahrschemlich bzw. nachgewiesen ist, z. B. Insulinom,Gbom. Melanom. 

Hg.3 

a) NH r LCGSHLVEALYLVCGE -COOH Insulin B-Kctt%. 21 

b) NH 2 - LTOAIAG-COOH ^SSSSST^^ 

Haemagglutinin 

c) COOH-KHGSLKRLPKYKKHGL-NH, NP 

t render - Kursivdruck in a): poteatielles Fusionspeptid in InsuUn B-Kette 

(Insulin B-Kette,.,,,) 

- Fettdrock in a): HPV-ahnliche Sequenz in Insulin B-Kette 

- unterstrichen in a) und b): einander Sfanliche Segmente in Insulin B- 

Kette 14 3) und Influenzavirus- 
Haemagglutinin-Fusionspeptidfragment 

2)— 4): Hmtei^nmdinformation und potentielle Anwendungen der NPs 

Es uibt eine Reihe von experimentellen Hinweisen fur eine lokalisation des Insulinrezeptors im Zellkern und 
fur eine ve^etoeExpr^ion des Insulinrezeptors beim Mammakarzinom. MoglichemeiseffaKloziert der 

lelnteraktion zwischen Insulinrezeptor und RB bescnleunigen kdnnte. Damit wfirde der yon ntndwr vorhe r- 
tS^SSSX^^Ad^ Insulin, Insulinrezeptor und RB entstehen, der fur die Regulauon des 

rr HTBoi ahnlich der retroviralen CCHC-Box und eine ziiikfingerahnliche Sequenz (ZF) entdeckt (16), die man 
rezeptors im Mammakarzinom ausschalten kdnnte. w 
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2) 

Fig. 4 a) NH r RR SYALVSLSFF RKLRL -COOH IR-NLS 

b) COOH- DSYPKRSKSHHILKIK -NH 2 NP 

3) 

Fig. 5 a) NHz- CVErCPPPYYHFQDWRC -COOH IR-CCHC 

b) COOH- HRLTHPPPYYLHLLWIH -NH 2 NP 

4) 

Fig. 6 a) NHz- CiPECPSGYTMNSSNLLCTPC -COOH IR-ZF 

b) COOH- HRPLJHPSGYTPL5SLKKHTPH -NH 2 NP 

5)- 10): Hintergrundinfonnation und potentielle Anwendungen der NPs 

Ich habe in den konstanten Domanen der Immunglobuline Sequenzabschnitte entdeckt, die nahelegen, daB 
diese Abschnitte Metallionen, spezieU Zinkionen, und, fiber die dadurch herbeigefuhrte Entstehung einer Zink- 
fingerstruktur, auch Nukleinsauren binden konnten (17). Daraus folgt, daB diese Abschnitte moghcherweise die 
Genexpressioninnormalenimdneoplastischenlym^ 

Da bestimmte Immunglobulinklassen und -subklassen in bestimmten lymphoidenTumoren (z. B. im Multiplen 
Myelom oder auch in Heavy Chain Disease-Fonnen) uberexprimiert werden sowie an der Pathogenese dieser 
Tumoren beteiiigt sein durften, konnten die von mir entdeckten Abschnitte in Immunglobulinen nut Hilfe von 
NPs neutralisiert werden und damit diese Erkrankungen therapeutisch angegangen werden. 
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5) 



Fig. 7 a) NHz- ^ n 

CNVNHKPSNTKVDKKAEPKSCDKTH 

-COOH IgGl- 
ZF 

b) COOH- _ 
HLRLLLPSLTLRU.LPLPLSHLLTL 

-NH 2 NP 

6) 

Fig. 8 a) NH 2 - 

C>IVDHKPSNTKVDKTVERKCCVBC 

-COOH IgG2- 
ZF 

b) COOH 

HLRIXLPSLTIJ^TRIJLHHRLH ^ Np 

7) 

Fig. 9 a) NH 2 - CPRCPEPKSCDTPPPCPRC -COOH ^G3- 

b) COOH- HPIHPLPLSHLTPPPHPIH -NH 2 NP 

8) 

Fig. 10 a) NH 2 - _ 

CNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPSC 

-COOH IgG4- 
ZF 

i_\ COOH- 

HLRUXPSLTUUXIRLSLYGPPHPSH 

-NH 2 NP 
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9) 

Fig. 11 a) NH r 



CHVKHYTNPSQDVTVPCPVPS(TPPTPSPS) 2 CCH 

-COOH IgAl- 
ZF 

HIJRIXYTLPSIXRTRPHPRPSCTPPTPSPS^HHL 

-NH 2 NP 



10) 



Fig. 12 a) NHt- 

CHVKHYTNPSQDVTVPCPVPPPPPCCH 

-COOH 

b) COOH 

HIJ^YTIJPSIXRTRTRPHPRPPPPHHL 

-NH 2 



1 1) Hintergrandinformation und potentielle Anwendung des NPs 



IgA2- 
ZF 



NP 



Zur palliativen Therapie des fortgeschrittenen Prostatakarzinoms werden derzeit GnRH-Analoga mit nur 
maBigem Erfolg eingesetzt Die Oberlegung ist dabei, den GnRH-Rezeptor zu desensitivieren und herunterzure- 
gulieren, urn damit uber eine Reduktion der Gonadotropinsekretion eine Abnahme der Testosteron-Produktion 
zu bewirken und somit den wachstumsfdrdemden EinfluB des Testosterons auf das Prostatakarzinom auszu- 
schalten. . 

Ich schiage hier eine direkte Neutralisierung des GnRH durch ein entsprechendes NP als eine effektive 
Alternativ-Therapie des Prostatakarzinoms vor. 

Fig. 13 a) NHz- QHWSYGLRPG -COOH GnRH 
b) COOH- ULWSYGKIPG -NH 2 NP 

1 2) Hintergnindinf ormation und potentielle Anwendung des NPs 

Interleukin-5 (IL-5) ist ein Zytokin, das spezifisch die Differenzierung der eosinophflen Leukozyten induzieren 
(18) sowie die Proliferation leukamischer Zellen anregen kann (19). Ich habe in der Aminosauresequenz von 
humanem IL-5 eine nukleare Lokalisattonssequenz (NP) entdeckt, deren Vorhandensein darauf hinweist, daB 
IL-5 das zellulare Wachstum Qber intrazellulare, genauer intranuklcarc Mechanismen beeinflussen konnte (20). 
Fur die Tumorzefie wurde dies bedeuten, daB IL-5 sowohl als exogener Wachstumsfaktor als auch als autokriner 
bzw. intrakriner Wachstumsfaktor in den Zellkern geiangt und dort wirksam wird Auf grand dieser Oberlegun- 
gen kdnnte es sich als eine efftziente Anti-Tumor-Therapie erweisen, die Neutralisierung der NLS im humanen 
IL-5 (kurz: hIL-5) durch ein entsprechendes NP zu erreichen. 

Fig. 14 a) NH r KKYIDGQKKKCGE6RRR -COOH MLr5-NLS 
b) COOH- LLYRLGULLLHGLLni -NH 2 NP 
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